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Abstract of DE1 971 6456 

Process for identification of microorganisms, especially infectious disease pathogens, comprises (1 ) 
performing a simultaneous amplification of several target sequences (multiplex polymerase chain 
reaction) in which a patient sample is contacted with a solution containing several primers and where a 
part of the sample has been subjected to a previous reverse transcription for only one RNA-possessing 
pathogen; (2) the PCR product is subjected to digoxigenin-labelling with selected probes corresponding 
to the primers; and (3) obtaining data on the presence of a microorganism (relating to the primer) by 
capture sample-evaluation and/or photometrically measurable colour value variation of the sample. 
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Verwendung einer Kombination von Primern zum Nachweis von Erregern von Infektionskrankheiten 



Verwendung einer Kombination von Primern in einem 
Multiplex-PCR-Verfahren zum Nachweis von Erregern 
von Infektionskrankheiten, zur gleichzeitigen Amplifikati- 
on mehrerer Zielsequenzen in einem Reaktionsgefafc, in 
dem eine Patientenprobe mit einer aus einer Mehrzahl 
von Primern bestehenden Primerlosung in Kontakt ge- 
bracht wird, eine Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ver- 
anlaftt wird, und eine Digoxigenin-Markierung vorge- 
nommen wird, dadurch gekennzeichnet, dafc 
die Kombination Primer mit folgenden Sequenzen auf- 
weist: 

"Enterovirus" 

EV1 S'-ATT GTC ACC ATA AGC AGC CA-3* 
EV2 5*-TCC TCC GGC CCC TGA ATG CG-3' 
"Mycoplasma pneumoniae" 
MP1 5*-AAG GAC CTG CAA GGG TTC GT-3' 
MP2 5"-CTC TAG CCA TTA CCT GCT AA-3' 
"Influenzavirus Typ A" 

InfA NS1 5'-AAG GGC TTT CAC CGA AGA GG-3* 
Inf A NS2 5*-CCC ATT CTC ATT ACT GCT TC-3* 
"Influenzavirus Typ B" 

InfB NS1 5'-ATG GCC ATC GGA TCC TCA AC-3' 
InfB NS2 5'-TGT CAG CTA TTA TGG AGC TG-3" 
"Adenovirus" 

Adh1 5'-GCC GAG AAG GGC GTG CGC AGG TA-3' 

Adh2 5'- ATG ACT TTT GAG GTG GAT CCC ATG GA-3' 

"Chlamydia pneumoniae" 

CpnA 5 TGA CAA CTG TAG AAA TAC AGC-3' 

CpnB 5*CGC CTC TCT CCT ATA AAT-3" 

"Para influenzavirus Typ 1" 

PIV1 1 5*-CAC ATC CTT GAG TGA TTA AGT TTG ATG A-3' 
PIV1 2 5'- ATT TCT GGA GAT GTC CCG TAG GAG AAC-3' 
"Para influenza virus Typ 3" 
PIV3 1 5'-TAG CAG TAT TGA AGT TGG CA-3' 



PIV3 2 5'-AGA GGT CAA TAC CAA CAA CTA-3' 
und 

"Respiratory Syncytial Virus (RSV)" 

RSV1 5'-TGT TAT AGG CAT ATC ATT GA-3' 

RSV2 5'-7TA ACC AGC AAA GTG TTA GA-3'. 
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Bcschrcibung 

[0001] Die Erfindung betrifll die Verwendung einer Kombinalion von Primern urn Nachweis von Erregern von Infek- 
tionskrankheiten nach dcm ObcrbcgrifT dcs Hauptanspruchcs. 
5 [0002] Erreger von Infektionskrankheiten, insbesondere solchen des menschlichen Atmungstraktes, konnen insbeson- 
dere bei geschwachten Patienten (z. B. mil Herz-Kreislaufkrankheiten oder mil Krebs) besonders schwere Krankheits- 
verlaufe ausldsen. Aber auch schon "normale" Erkaltungskrankheiten sind die haufigsten Krankheiten bei Menschen 
schlechthin. Der dadurch bedingte Ausfall an Arbeit und Geld geht allein in der Bundesrepublik Deutschland jahrlich in 
astronomischc Hohcn. Ursachc sind vcrschicdcnc Mikroorganismcn, die nur cine vcrglcichswcisc gcringc Abwchrlci- 
10 stung des Korpers anregen, weswegen immer wieder erneut solche Infektionen stattfinden konnen. Wenigstens ein Teil 
dieser Erreger isl heutzutage mil Antibiotika zu behandeln, wobei lei der bisher nicht bekannt isl, wie man diese Erreger 
allein aufgrund der Symptomc der Patienten voncinandcr untcrschcidcn konntc. Die bisher bckannten Mcthoden zum 
Nachweis der Erreger von Erkaltungskrankheiten sind extrem aufwendig, langwierig und teuer. 

[0003] Zum cincn ist die Kultur von gcringcr Praktikabilitat, da das Ergcbnis erst nach langcr Zcit, wenigstens Tagcn, 
15 meistens Wochen, vorliegt, sie extrem aufwendig und daher kostenintensiv ist und nicht zuletzt eine niedrige Sensitivitat 
aufweist; die mittlere Liegezeit in der Padialrie betragt drei bis funf Tage, so daB der Patienl in der Regel schon zu Hause 
ist, wenn der Erreger nachgcwicscn wird. Fur die akutc Patienten vcrsorgung ist die Kultur der Erreger daher unbrauch- 
bar. 

[0004] Die weiter bekannte Serologic, bei der ein Anstieg der Antikorper gegen einen Erreger beim Patienten unter- 
20 sucht wird, hat ebenfalls eine sehr lange Vorlaufzeit zur Bedingung. Man muB zwei Biutproben des Patienten, die mit ei- 
nem Abstand von drei bis vier Wochen entnommen werden, vergleichen. 

[0005] Fur die Vcrsorgung dcs Patienten ist cs von cntschcidcndcr Bcdcutung, daB der fiir den jcwciligcn Erreger rich- 
tige Wirkstoff oder ggf. auch kein Antibiotikum eingesetzt wird. Weiter miissen im Krankenhaus je nach Erreger, der den 
Patienten infiziert hat, verschiedene IsolierungsmaBnahmen gelroflen werden miissen, wie z, B. das Kohortieren von Pa- 
25 ticntcn nut cincm Erreger in eincm Zimmcr, die dann nur von einer Pflcgckraft gepflegt werden. Es ist daher von groBcr 
Bedeutung, daB der jeweilge Erreger schnell erkannt wird. 

[0006] Hierzu bietet sich das in der WO 95/13396 A2 noch fiir andere Mikroorganismen beschriebene Verfahren der 
Multiplex-PCR an. Aus der Zusammenfassung 'Chemical Abstracts 124' (1996): 221 903c istzudem bekannt, daB bereits 
Adenoviren in einer Multiplex-PCR exprimiert werden konnen. 
30 [0007] Vcrsuchc mit andcrcn Vircn wie der in der Vcroffcntlichung L. A. Campbell Detection of Chlamydia pneumo- 
niae by PCR\ Journal of Clinical Microbiology, Feb. 1992, P. 434-439 ergeben jedoch, daB es groBe Probleme gibt, in ei- 
ner Multiplex PCR gleichzeitig das Vorhandensein mehrerer Viren nachweisen zu konnen, da 

- entweder ein Primer fur einen Erreger andere Reaktionsbedingungen als die ubrigen erfordert (er also z. B. bei 
35 der Temperatur der PCR, die fur die anderen gewahlt werden muB, zu geringe Amplifizierung zeigte) 

- sich Primer-Dimere anhaufen, die mit den Primern urn Nukleotide und Polymerasen konkurrieren, 

- keine geeigneten Sonden zur Verfugung stehen, oder 

- die GroBe der Amplifikatc nicht derjenigen der andcrcn Primer cntspricht, urn cine cinfachc Auswcrtung zu cr- 
leichtern. 

40 

[0008] Weiter ist crwunscht, cine Mchrzahl zucinandcr passender Primer fur Vircn zu finden, die zu den gangigstcn Er- 
regern von Infektionskrankheiten gehoren. Mit der sich ergebenden Anzahl von Viren vervielfacht sich die Zahl mogli- 
cher Probleme zu einem aussagekraftigen Zusarmnenspiel zu kommen, in Anbetracht der Vielzahl der jeweils zur Verfu- 
gung stehenden Moglichkeiten der Auswahl einer geeigneten Sequenz ins Unermessliche. Eine Moglichkeit der theore- 
45 tischen Ableitung geeigneter Equenzen besteht dabei aber nicht, 

[0009] Der Erfindung Hcgt die Aufgabc zugrundc, cine aus der Viclzchl moglichcr Primer- Varinatcn gcschaffcnc Kom- 
bination zu finden, die ein schnelles Multiplex-PCR- Verfahren zum Nachweis der in Betracht kommenden Mikroorga- 
nismen ermoglicht. 

[0010] ErfindungsgcmaB wird dies durch die Verwendung einer Kombi nation mit den Mcrkmalcn dcs Hauptanspru- 

50 ches gelbst. Der Unteranspruch gibt eine vorteilhafte Sondenkombination wieder. 

[0011] Mit Hilfe der beschriebenen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) gelingt es erstmals, auch Erreger des Respirali- 
onstraktes rasch und zuverlassig nachzuweisen. Dabei konnen gleichzeitig mehrere Zielsequenzen in einem Reaktions- 
gefaB amplifiziert werden (Multiplex-PCR). Es wird auf diese Weise moglich, epidemiologische Untersuchungen vorzu- 
nchmen, um herauszufinden, wclchc Erreger wie haufig in wclchcr Population Krankheiten dcs Respiration straktcs hcr- 

55 vorrufen, und dem behandelnden Arzt innerhalb eines Arbeitstages mitzuteilen, ob der Patient von einer Behandlung mit 
einem bestimmten Antibiotikum profitiert oder nicht. Diese Entscheidung konnte in der Vergangenheit nicht adaquat ge- 
troffen werden, da kcinc objektive Entschcidungshilfc zur Verfugung stand. 

[0012] Die hier zur Anwendung kommende diagnostische Multiplex-PCR ermoglicht es dagegen, eine Entscheidung 
beziiglich derGabe von Antibiotika rasch aufgrund der aufgefundenen Erreger zu treffen. Z. B. sind Infektionskrankhei- 
60 ten durch Mycoplasmen oder Chlamydien mit. einem Makrolidantibiotikum therapierbar, wahrend es fiir die viralen Er- 
reger bisher keine Therapie gibt. Wird kein Erreger nachgewiesen, so ist nach je nach klinischen Befunden eine bakte- 
ricllc Gcncsc zu vcrmutcn, bei der man mit cincm Bctalaktamantibiotikum (Pncumokokkcn, Haemophilus) behandeln 
muB. 

[0013] Das bei der Realisierung insbesondere auftretende Problem, verschiedene Primer in einer Multiplex-PCR zu 
65 kombinieren, ist durch die beanspruchte Primer-Kombination nun gelost, 
[0014] Dabei gibt die gewahlte Auswahl wenigstens der Primer 

- Chlamydia pneumoniae 
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CpnA 5 '-TGA CAA CFG TAG AAA TAG AGG-3', 
CpnB 5 -CGC CTC TGT CCT ATA AAT-3' und 
- Mycoplasma pneumoniae 
MP1 5'-AAG GAG GI G GAA GGG TI G GT-3\ 

MP2 5'-GTG TAG GGA TTA GGT GGT AA-3' 5 

einen Hinweis, ob mit einem Makrolidantibiotikum therapiert werden muB, und die Gesamtzahl der neun verschiedenen 
Primer GpnA,-B; MPl,-2; EVl,-2; RSVl,-2; InfA NS1, NS2; InfB NS1, NS2; Adhl,-2; PIV1 1, 2; PIV3 1, 3 erfaBt alle 
iiblichcn Erkaltungskrankhcitcn, so daB bci cincm ncgativcn Befund auf cine baktcricllc Gcncsc riickgcschlosscn wcrdcn 
kann. io 
[0015] Bei Auffinden lediglich der viralen Mikroorganismen ergibt sich zwar kein direkter Therapie-Hinweis aber epi- 
dcmiologischc Untcrsuchungcn sowic cntsprcchcndc Kohortierung mit Paticnten, die durch das gleiche Virus infizicrt 
sind, werden moglich und krankenhauserworbene Infektionen lassen sich vermeiden. 

[0016J Wcitcrc Mcrkmalc und Vortcilc der Erfindung ergeben sich aus nachfolgcndcr Bcschrcibung cincr bevorzugten 
Probenaufbereitung und der Durchfuhrung des Verfahrens mit geeigneten Primem und Sonden. 15 
[0017] In einer zunachsl fur die Versuche verwendelen Probenaufbereitung werden beispielsweise 100 pi Nasopharyn- 
gcalsckrct mit 100 pi 0,9% NaGl-Losung vcrdunnt und mit 1 Volumcn Phcnol/Ghloroform/Isoamylalkohol in cincr Zu- 
sammensetzung 25 : 24 : 1 in einer Endkonzentration von 0,1% SDS extrahiert. Nach einer 5-minutigen Zentrifugation 
auf einer Tischzentrifuge wird die obere waBrige Phase abgehoben, mit Ghloroform/Isoamylalkohol 24 : 1 ausgeschiitlelt 
und 2 mi n zentrifugiert. Die Nukleinsauren im Uberstand werden mit 2,5 Volumen Ethanol bei einer Endkonzentration 20 
von 0,3 moi/1 Natriumacetat fiir 5 min bei -70°G gefallt und 20 min abzentrifugiert. Das Pellet wird in 15 pi Diethylpy- 
rocarbonat-bchandcltcm H 2 0 bidest aufgenommcn. 

[0018] AnschlieBend werden hiervon 5 pi in einem 20 pi Reaktionsansatz mit 50 mmoi/1 Tris-HGl (pH 8,3), 75 mmol/1 
KG1, 3 mmol/1 MgGl 2 , 10 mmol/1 DTT, jeweils 1 mmol/1 dATP, dGTP, dTTP und dGTP 0,2 pg/pl Hexanucleotid-Mix, 
20 E RNAsin und 10 E Mu-MLV Rcvcrscr Transkriptasc ( - jewcils Endkonzcntrationcn - ) fur 60 min bci 37°G revers 25 
transkribiert. Nach Hitzeinaktivierung des Enzyms fur 5 min bei 90°G werden die 20 pi in der Multiplex-PGR eingesetzt. 
[0019] Don erfolgt in einem 80 pi Reaktionsansatz bei 10 mmol/1 Tris-HGl (pH 8,3), 50 mmol/1 KG1, 1,5 mmol/1 
MgCl 2 , 0,001% Gelatine, jeweils 0,2 mmol/1 dATP, dGTP und dGTP, 0,19 mmol/1 dTTP, 0,01 mmol/1 Digoxigenin-11- 
dUTP (Boehringer Mannheim), je 1 pmol/1 jeder Primerlosung (s. u.) und 5 E AmpliTaq-Gold Polymerase (Perkin-El- 
mcr)dicPGR. 30 
[00201 Die PGR-Reaktion erfolgt im Thermoblock eines PCR-Thermocyclers (PE 9600 Perkin Elmer) nach einer er- 
sten 10-miniitigen Denaturierung bei 94°G unter Verwendung eines Temperaturprofils mit insgesamt 40 Zyklen aus je- 
weils 30 sec Denaturierung bci 94°G, Hybridisicrung der Primer bci 50°G und DNA-Synthcsc bci 72°G, sowic cincr ab- 
schlieBenden 7-minutigen Inkubation bei 72°G. 

[0021] Fiir die Diflerenzierung der PGR-Produkte schlieBt sich ein PGR-ELISA (Boehringer) an. Die Digoxingenin- 35 
markierten Amplifikate werden mit Hilfe spezifischer biotinmarkierter Sonden an mit Steptavidin beschichteten Mikro- 
titerplaten immobilisiert. Das gebundene Hybrid kann mit einem Anti-Digoxigenin-Peroxidase Konjugat und einem 
Farbsubstrat dctckticrt wcrdcn. 

[0022] Hierfur werden in die Vertiefungen der Streptavidin-beschichteten Mikrotiterplatten jeweils 25 pi Denaturie- 
rungslosung (0,2 mol/1 NaOH, 0,1% SDS) und 5 pi eines PGR-Produktes gegeben. Es werden pro PGR-Produkt jeweils 9 40 
Vertiefungen beschickt. Nach 10-minu tiger Denaturierung erfolgt die Zugabc der 9 verschiedenen Hybridisierungslosun- 
gen, die sich aus der jeweiligen biotinylierten Sonde (Endkonzentration 7,5 pmol/ml; Sequenzen s. u.) und Hybridisie- 
rungspufier (Boehringer Mannheim) zusammensetzen. 

[00231 Nach einer Stunde Schiitteln bei 37°G wird die Platte drei- bis funfmal mit Waschlosung gewaschen und je 
200 pi eines Anti-dig-Peroxidase-Konjugates in die Vertiefung gegeben. Nach 30 min Schiitteln bei 37°G wird nochmals 45 
gewaschen und das Farbsubstrat ABTS in die Vertiefungen pipctticrt, woraufhin nach 30 min Schiitteln bci 37°G der 
Farbumschlag photometrisch in einem ELISA-Lesegerat bei 405 nm gemessen werden kann. Es wird ein Referenzfilter 
von 490 nm verwendet. Es werden also lediglich in den Vertiefungen, in denen durch die Sonden PGR-Produkt und die 
Anti-dig-Pcroxidasc am Strcptavidin haftcn, Farbvcrandcrungcn cintrctcn. 

[0024] In der anliegenden Liste werden die verwendeten Primer sowie die hierzu passenden verwendeten Sonden an- 50 
gegeben: 

Verwendete Primer 

[00251 Enterovirus: 55 

EV1 5 -ATT GTG AGG ATA AGG AGG GA-3' 

EV2 5'-TGG TGG GGG GGG TGA ATG GG-3' 

[0026] Mycoplasma pneumoniae: 

MP1 5 -AAG GAG GTG GAA GGG TTG GT-3 1 

MP2 5'-GTG TAG GGA TTA GGT GGT AA-3' 60 

[0027] Influenzavirus Typ A: 

InfA NS1 5-AAG GGG TTT GAG GGA AGA GG-3' 

InfA NS2 5-CGG ATT GTG ATT ACT GGT TC-3' 

[0028] Influenzavirus Typ B: 

InfB NS1 5'- ATG GGG ATG GGA TGG TGA AG-3' 65 
InfB NS2 5'-TGT GAG GTA TTA TGG AGG TG-3* 
[0029] Adenovirus: 

Adhl 5'-GGG GAG A AG GGG GTG GGG AGG TA-3' 
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Adh2 5-ATG ACT TIT GAG GTG GAT CCC A TG GA-3' 

[0050] (Chlamydia pneumoniae: 

CpnA 5'-TGA CAA CTG TAG AAA TAG AGC-3' 

CpnB 5-CGC CTC TCT GCT ATA AAT-3' 
5 [0031] Parainfluenzavirus Typ 1: 

PIV1 1 5 -CAC ATC CTT GAG TGA TTA AGT TTG ATG A-3' 

PIV1 2 5- ATT TCT GGA GAT (}TC CCG TAG GA(i AAC-3* 

[0032] Parainfluenzavirus Typ 3: 

PIV3 1 5'-TAG CAG TAT TGA AGT TGG CA-3' 
10 PIV3 2 5-AGA GGT CAA TAC CAA CAA CTA-3' 

[0033] Respiratory Syncytial Virus (RSV): 

RSV1 5'-TGT TAT AGG CAT ATC ATI 1 GA-3' 

RSV2 5 -1TA ACC AGC AAA GTG TTA GA-3' 

15 Sonden (3-Ende biotinyliert) 

[0034 J Enterovirus: 

EV3 5'-GAA ACA CGG ACA CCC AAA GTA-3' 
[0035] Mycoplasma pneumoniae: 
20 MP3 5 -ACT CCT ACG GGA GGC AGC AGT A-3' 
[0036] Influenza virus Typ A: 

InfA3 5'-GTC CTC ATC GGA GGA CTT GAA TGG A ATG AT- 3' 

[00371 Influenzavirus Typ B: 

InfB3 5-GTC AAG AGC ACC GAT TAT CAC C-3' 
25 [0038] Adenovirus: 

Adh 3 5-CTC GAT GAC GCC GCG GTG C-3' 

[0039] Chlamydia pneumoniae: 

CpnC 5'-TCT TGC TAC CTT CTG TAC TAA C-3' 

[0040] Parainfluenzavirus Typ 1 : 
30 PI V 1 C 5'-TAC CTT CAT TAT CAA TTG GTA AGT CAA TAT ATG-3' 

[00411 Parainfluenzavirus Typ 3: 

PIV3C 5'- AAA ATT CCA AAA GAG ACC GGC-3' 

[0042J RSV: 

RS V3 5'-TAC ACC TGC ATT AAC ACT AA-3' 
35 [0043] Vorleilhaft ware zudem, mil dem Verfahren der "Reversen Hybidisierung" immobilisierte Sonden in separaten 
Regionen auf einem Tragermaterial anzuordnen, auf das dann, lediglich zur Auswertung jeweils PCR-Produkt zu geben 
ware. 

Patentanspriiche 

40 

1. Vcrwcndung ciner Kombination von Primcrn in einem Multiplex-PCR- Verfahren zum Nachwcis von Errcgcrn 
von Infektionskrankheiten, zur gleichzeitigen Amplification mehrerer Zielsequenzen in einem ReaktionsgefaB, in 
dem eine Patientenprobe mil einer aus einer Mehrzahl von Primern bestehenden Primerlosung in Kontakt gebracht 
wird, eine Poiymerase-Ketten-Reaktion (PCR) veranlaBt wird, und eine Digoxigenin-Markierung vonjenommen 
45 wird, dadurch gekennzeiehnet, daB 

die Kombination Primer mit folgcndcn Scqucnzcn aufweist: 
"Enterovirus" 

EV1 5-ATT GTC ACC ATA AGC AGC CA-3' 
EV2 5'-TCC TCC GGC CCC TGA ATG CG-3' 
50 "Mycoplasma pneumoniae" 

MP1 5'-AAG GAC CTG CAA GGG TTC GT-3' 
MP2 5*-CTC TAG CCA TTA CCT GCT AA-3' 
"Influenzavirus Typ A" 

InfA NS1 5'-AAG GGC TTT CAC CGA AGA GG-3' 
55 InfA NS2 5 -(XX: ATT CTC ATT ACT GCT TC-3' 

"Influenzavirus Typ B" 

InfB NS1 5-ATG GCC ATC GGA TCC TCA AC-3' 
InfB NS2 5-TGT CAG CTA TTA TGG AGC TG-3' 
"Adenovirus" 

60 Adhl 5'-GCC GAG AAG GGC GTG CGC AGG TA-3' 

Adh2 5 -ATG ACT TTT GAG GTG GAT CCC ATG GA-3' 
"Chlamydia pneumoniae" 

CpnA 5TGA CAA CTG TAG AAA TAC AGC-3* 
CpnB 5'CGC CTC TCT CCT ATA AAT-3' 
65 "Parainfluenzavirus 'typ 1" 

PIV1 1 5'-CAC ATC CTT GAG TGA TTA AGT TTG ATG A-3' 
PIV1 2 5'- ATT TCT GGA GAT GTC CCG TAG GAG AAC-3* 
"Parainfluenzavirus Typ 3" 
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PW3 1 5'-TAG CAG TAT TGA AGT TGG CA-3' 
PIV3 2 5'-AGA GGT CAA TAC CAA CAA CTA-3' 
und 

"Respiratory Syncytial Virus (RSV)" 

RS VI 5'-TGT TAT AGG CAT ATC ATT GA-3' 5 
RS V2 5'-TTA ACC AGC AAA GTG TTA GA-3V 

2. Verwendung einer Kombination von immobilisierten Sonden fur ein mit der Kombination von Primern nach An- 
spruch 1 erzeugtes PCR-Produkt in einem in separate Regionen aufgeteilten Tragermaterial, dadurch gekennzeich- 
nct, dati die Kombination folgcndc Sonden (3'-Hndc biotinylicrt) aufweist: 

"Enterovirus" to 
EV3 5-GAA ACA CGG ACA CCC AAA GTA-3' 
"Mycoplasma pneumoniae" 

MP3 5' ACT CCT ACG GG A GGC AGC AGT A-3' 
"Influcnzavirus 'typ A" 

Inf A3 5 -GTC CTC: ATC GGA GGA CTT GAA TGG AAT GAT- 3' 15 
"Influenzavirus T^p B" 

InfB3 S-G'l'C AAG AGC ACC GAT TAT CAC C-3' 
"Adenovirus" 

Adh 3 5'-CTC GAT GAC GCC GCG GTG C-3' 

"Chlamydia pneumoniae" 20 
CpnC S'-TCT TGC TAC CTT CTG TAC TAA C-3' 
"Parainfl uenzavirus Typ 1 " 

PIV1C 5'-TAC CTT CAT TAT CAA TTG GTA AGT CAA TAT ATG -3* 
"Parainfluenzavirus Typ 3" 

PIV3C 5 -AAA AIT CCA AAA GAG ACC GGC-3* 25 

und 

"RSV" 

RSV3 .V-TAC ACC TGC ATT AAC ACT AA-3'. 

30 
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